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La paratuberculose bovine est une maladie infesgales ruminants causée
par Mycobacterium Paratuberculosis. Un dépistagpida et fiable de la
maladie est primordial. La détection par test PGt comparée
qualitativement a une détection par coloration dehZ et a une détection
par coproculture. Les performances du kit PCR,idaite de détection et la
répétabilité du test sont vérifiées. Les concluside ce travail s'avérant
positives, le test PCR peut étre validé.
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Bovine paratuberculosis is a infect disease of nants caused by
Mycobaterium Paratuberculosis. A rapid and fiabktettion of disease is
very important. The detection by PCR test is caegéo Ziehl coloration
and to faecal culture. Performances, detectiontliamid repeatability are
checked. The conclusions are positives, PCR tesaacknowlegement.
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1. Introduction
1.1 La paratuberculose bovine et les impacts engerés

La paratuberculose, ou maladie de Johne a été emisévidence pour la
premiere fois en Allemagne par Johne et Frottingbarm895. [1]

C’est une maladie digestive infectieuse des runigaklle est due a la
présence et a la multiplication dans la paroi dmtdstin d'une
mycobactérie : Mycobacterium paratuberculosis. L®sgnptdmes sont
'apparition de diarrhée et un amaigrissement megf malgré la
conservation de I'appétit. Dans les troupeauxelatinfectés, la maladie se
manifeste par la baisse de production laitiere. pasatuberculose se
rencontre dans toutes les régions a climat temp#héz les ruminants
domestiques, sauvages ou en captivité. [1] [2]

La paratuberculose est caractérisée par une langubation de durée trés
variable (plusieurs mois, voire des années). [7]

Il existe deux voies possibles de contaminationne Wdite verticale, qui
envisage la transmission directe du microorganidmee mére a son veau,
c'est la voie directe. Et l'autre dite horizonfdéevoie indirecte, c’est a dire
d’un congénere a l'autre via l'intervention d’élémeexternes ou non. [2]

La paratuberculose entraine de lourdes conséquéncasmiques :

» diminution de la production laitiere annuelle;

. codt des soins et des analyses;

»  pertes économiques liées a I'élimination de la eledance femelle;

* manque a gagner lié a la réforme prématurée desaami excréteurs
mais aussi a celle des animaux atteints de mamumnitede problémes
de fertilité dont la fréquence est plus élevée dassheptels infectés
de paratuberculose;

» difficulté voire impossibilité d'acces a certains ébduchés
commerciaux telle la vente d’animaux reproductesus le marché
intérieur comme a I'exportation. [3]

Des le début des années 80, les travaux de Cofithaterté sur une
implication possible de Mycobacterium paratubersisio dans le
développement de la maladie de Crohn chez I'hon#e.

Cette hypothése inquiétante, ajoutée a I'impactexdmique et économique
engendré par la maladie, accentue l'intérét dedétde la paratuberculose :
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la mise au point d’'une méthode fiable pour un dépes rapide devient
donc primordiale.

Deux types de tests sont actuellement développés :
. d’'une part, les tests de diagnostics directs,dtsistent a rechercher le
germe Mycobacterium Paratuberculosis :
- coloration de Ziehl-Neelsen
- coproculture
- PCR
. d’autre part, les tests de diagnostics indirettsnettent en évidence la
réaction immunitaire déclenchée par le germe cHemanisme
infecté :
- technique d'intradermotuberculination comparativéest de
I'interféron gamma
- test ELISA

1.2 Etude de Mycobacterium paratuberculosis

1.2.1. Taxonomie

Mycobacterium paratuberculosis ou bacille parattideux est une bactérie
du genre Mycobacterium appartenant a I'ordre den@imycétales et a la
famille des Mycobacteriacae. [2]

1.2.2. Morphologie

Mycobacterium paratuberculosis, ou bacille de Jad®mprésente comme un
batonnet droit ou Iégerement incurvé de 1 a 2 pomget 0.5 um de large.
Il est immobile, non capsui@t non sporufé Les bacilles sont groupés en
amas. [2] [6]

! La capsule est composée de polysaccharides.t @ie&ément optionnel, facultatif, non
vital pour la bactérie. Elle est dépendante decleesse du milieu de croissance. La capsule
joue un réle de protection contre les protistes,dactériophages, les agents chimiques et
physiques. Elle est la cause de propriétés immgmmples et pathologiques, du pouvoir
infectieux du microorganisme, de I'antigénicitélenc de la spécificité sérologique.

2 La sporulation traduit la faculté de la bactédens des conditions de milieu non
optimales, de s'entourer de couches de membramsuperes. La spore est un état de
survie latente de la bactérie. La sporulation sdetéhe lorsqu’une carence en éléments
nutritifs apparait dans le milieu, ou lorsque celudevient progressivement défavorable.
Au retour de conditions extérieures adéquatessimigation permet a la spore de redevenir
une bactérie fonctionnelle, capable de reprendreni®ses successives.
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1.2.3.Résistance dans le milieu

Mycobacterium paratuberculosis ne peut se multipans le milieu
extérieur mais présente une remarquable résistantenvironnement.
Ainsi, Mycobacterium paratuberculosis persiste j@f@rs dans le fumier,
270 jours dans une eau stagnante, prés d'un anlesarmuses. Tous ces
milieux sont fréquemment présents a proximité deglo@ations
d’élevage et rendent donc difficile la prophylaxie.

Dans son environnement naturel, les conditions Hasiet les milieux
acides sont favorables a la survie du bacille.résianche, la sécheresse, les
rayonnements UV, un pH alcalin, I'urine lui sonfalérables.[3]

2. Objectifs et déemarche

De par I'impact économique important engendré @amparatuberculose
bovine, il est primordial de développer un testsgasint a la fois une bonne
sensibilité et un faible seuil de détection powniifier, dés leur plus jeune
age, les bovins atteints par cette maladie. Dansblgs économiques et
prophylactiques, il est impératif de prendre desures le plus rapidement
possible.

Comme test de diagnostic direct, la coloration g#hlZn’est pas spécifique
et la coproculture, habituellement employée, passédun
inconvénient majeur : le temps de réponse destaésidst de I'ordre de 6
mois. Une alternative avantageuse est alors Il¢ BSR qui est
théoriquement de sensibilité équivalente a la aogtore mais qui permet
I'obtention de résultats en une seule journée.PCR se révéle aussi trés
avantageuse pour les éleveurs qui pourraient des jpwendre des
dispositions beaucoup plus rapidement.

2.1 Objectifs

L'objectif de ce travail est de comparer le te€RPa des tests déja utilisés
de maniére réguliére. Un kit PCR est disponiblelsumarché, nous allons
vérifier ses performances par comparaison aux dests de diagnostic
direct: la coloration de Ziehl et la coproculturdNous aurions pu aussi
comparer ce test aux méthodes indirectes : la ftidtede l'interféron
gamma et le test ELISA, ceci pourrait faire I'objetun travail
complémentaire.
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Les calculs de la limite de détection et de la ta#pété du test PCR seront
également vérifiés. Si les conclusions de ce traererent positives, le test
PCR pourrait étre validé et proposé aux clientCduatre de Prévention et
de Guidance Vétérinaire comme alternative a laampture.

Le laboratoire vétérinaire a choisi d'utiliser l& PCR: ADIAVET™
PARATUB commercialisé par la société Adiagene. ptatocole fourni par
la firme devra étre adapté aux exigences partiadigle notre analyse,
comme par exemple la présence d’'inhibiteur dédation de PCR dans les
matieres fécales. Il devra également étre adaptéeeant compte du
matériel disponible au laboratoire.

2.2 Démarche

® Dans un premier temps, une lettre fut envoyéenaédtecins vétérinaires
clients du Centre de Prévention et de Guidanceriéiée (+/- 300) afin de
récolter le plus grand nombre d’échantillons de iénat fécale. Une
quinzaine de médecins vétérinaires ont répondu d#elmande, et 315
échantillons ont pu étre soumis aux différentsstest

@ Deés leur réception au Centre, chaque échantikbreecodé et stocké a
+4°C.

® Une coloration de Ziehl-Neelsen et un test PCR sffactués sur chaque
échantillon. Lorsque les résultats different, dné correspondante est
vérifiée par un(e) technicien(ne) et 'amplificati®CR est recommencée.
@ Chaque échantillon positif et 17% des échantilloégatif$ sont mis en
culture. Chaque milieu doit étre examiné tousjigsze jours.

® Pour le test PCR, un calcul de la limite de déecest effectué et la
reproductibilité est testée.

3. Tests de diagnostic direct

3.1 Coloration de Ziehl-Neelsen

La bactérioscopie consiste a visualiser Mycobameparatuberculosis dans
les matieres fécales ou dans certains organasmpaméthode de coloration

% Tous les échantillons positifs sont mis en culteteen fonction du temps imparti et du
nombre de tubes de milieu restant, une partie éegatiis aussi de maniére a vérifier et
confirmer la spécificité du milieu de culture derkddd.
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spécifigue des mycobactéries, la coloration delAiselsen. Le germe mis
en évidence par cette technique est le bacille oaalicbolo-résistant
(BAAR).[8]

Le résultat obtenu est qualitatif, il corresponitbhservation de la présence
ou non d’amas de bacilles acido-alcoolo-résistatitpeut aussi étre semi-
guantitatif mais va dépendre de l'état de prélewemeSelon le nombre
d'amas observés, une appréciation (+, ++ ou +itigtergbuée a la lame.

Ce test est trés simple & réaliser, rapide et ¢t modéré (0,22§[5]

Des résultats faussement négatifs peuvent résuli@n manque de
sensibilité lors de diarrhée profuse ou d'un nive&xcrétion inférieur a
10° & 10 germes/g de féces, ce qui est le cas d'un animeléteur
asymptomatique.[5] [8]

Des résultats faussement positifs peuvent appargiar manque de
spécificité, car il est impossible de distinguer rpihmlogiquement
Mycobacterium  paratuberculosis des autres mycéhast présentes
éventuellement dans les féces des bovins.[5]

3.2 Coproculture

Mycobacterium paratuberculosis est une especeissarxe lente. Ce qui
implique qu’elle ne peut se développer sur miliebactériologiques
standards.

Un des milieux le plus couramment utilisé est léeunide Herrold. C'est un
milieu & base d'ceuf. Il doit contenir toutes lebstances nécessaires a la
croissance et a la vie de cette bactérie. Il eodtia donc les éléments
essentiels (du carbone, de l'azote, du soufre ghdaphore), un facteur de
croissance (de la Mycobactin J) et un facteur stimulant (duupate de
sodium).

L'apparition de colonies caractéristiques des mgctivies dans les tubes de
milieu enrichi de mycobactine mais non dans le tgbeen est dépourvu
permet I'identification et l'isolement de Mycobaatien paratuberculosis.
L'addition d'antibiotiques au milieu de culture ilbdr ou retarde la
croissance d'autres microorganismes et garargélésctivité du milieu.

* Le prix indiqué ne tient pas compte de l'amortizset du matériel et de la rémunération
du personnel.

®> Substance organique indispensable a la croissd@da bactérie mais que celle ci est
incapable de synthétiser.
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Les premiéres colonies apparaissent dés la quars&maine, des résultats
valables sont obtenus seulement apres 16 semaines éhantillon peut
n'étre déclaré négatif qu'aprés 6 mois.

Le résultat de la culture fécale peut étre expraeémaniere qualitative
(positif ou négatif) et semi-quantitative : on pséc alors le délai
d’apparition des colonies et I'intensité de la arét[5]

La coproculture est la technique de référencee Edit fiable, sensible et
d'un co(t modéré (3,39¢5]

Le délai de réponse est particulierement long,|ldsgix mois. Des erreurs
par défauts peuvent étre observées si le niveawcrdon est inférieur au
seuil de sensibilité de la méthode {g@rmes/g).[5]

3.3 Test PCR

Le test PCR comporte trois étapes: - ExtractiohAdeN
- Amplification de I'ADN (PCR)
- Détection de I'ADN

3.3.1. Extraction
L'extraction de I'ADN est réalisée au moyen detifsalysants.

3.3.2. Amplification

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) ané&é au point par Karry
Mullis en 1985.

Cette technique amplifie des fragments spécifigieeADN. Le matériel de
départ d'une PCR est de I'ADN du bacille qui eartila séquence a
amplifier. La réaction ne nécessite que de failgeantités d'’ADN. La
séquence d'insertion de Mycobacterium paratubesisulest la séquence
hautement spécifique 1S900 qui est présente 14faid 8lans son génome.
Les acteurs de la PCR:

@ L'ADN

L'ADN polymérase utilise de 'ADN monocaténaire coenmatrice pour la
synthese d'un nouveau brin complémentaire Cetteriamatd’ADN
monocaténaire peut étre obtenue en dénaturanfAD&l Ibicaténaire a une

® Le prix indiqué ne tient pas compte de I'amortizset du matériel et de la rémunération
du personnel.
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température proche du point de fusion (94 a 97&Jaanolécule.

I
@ Les amorces
Deux amorces, sens et anti-sens : ce sont de petitssd’ADN d'environ 20
bases, (appelés oligonucléotides) capables deriglaylole facon spécifique,
grace a la complémentarité des bases, sur le BXIDNd ou sur son brin
complémentaire. Les deux oligonucléotides amoroas choisis de facon a
encadrer la séquence d'ADN a amplifier de sorte ghaque brin
nouvellement synthétisé s'étende au-dela de ldigosie I'amorce sur le
brin opposé.

amorce sens amorce anti-sens
53' 3'5

® Une enzyme
La Taq Polymerase (Taq Pol) est une ADN polymétasemorésistante
extraite de la bactérie Thermus aquaticus. Sa texhgé optimale d'action
est de 72°C mais elle est capable de résister padsages successifs a 95°C
ce qui permet l'automatisation de la procédure.

TAQ
@ Les 4 nucléotides
dGTP, dATP, dTTP, dCTP appelés globalement dNTPs
(DésoxyNucléotides-Tri-Phosphates), sont les édsnde base utilisés par
la Tag Polymérase pour synthétiser les brins d'ADMplémentaires.

La réaction
Une réaction de PCR correspond a la successioe tfantaine de cycles
comportant chacun 3 étapes :

- dénaturation;

- hybridation;

- élongation.
Tous les éléments nécessaires a la réaction sgnaupeés dans un tube qui
sera soumis aux différentes températures corregpbrdchaque étape. Ces
cycles de température sont réalisés automatiquetiagstun thermocycleur.
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@® Dénaturation
Le tube est chauffé quelques secondes a 94°C. cudsladbrins d'’ADN se

séparent. L'ADN est donc dénaturé.
ADN cible

ot bid B ol -

Dénaturation 94°C

v
sguobooooooods

sguoooooogg s

@ Hybridation

La température est rapidement abaissée a 62°Grhesces "reconnaissent”
leur séquence complémentaire sur les brins d'Alkesi Elles s’hybrident

chacune sur leur brin respectif. Cette étape doeerminute pour laisser le
temps aux amorces de s'hybrider correctement.rhpdeature et la durée de
I'hybridation sont fonction de la taille des oligmtéotides. L'ADN total ne

peut pas se réhybrider car les conditions de teshyoér et de temps ne lui
sont pas favorables.

sO0000000000s
s0Ob0oooooon s

Amorces —
Hybridation 62°C

sgOddoddodddds
35
5 3
sdddooaooon s
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® Elongation

La température du tube est ensuite élevée a 72Qucpermet a la Taq

Polymérase d'ajouter des nucléotides aux amordaedbgs, dans le sens 5'
vers 3. Les nucléotides se fixent de facon comeféaire a la séquence
cible (nucléotide complémentaire).

Un nouveau brin d'ADN, dont la séquence est comgigaire de celle du

brin cible, vient d'étre synthétise.

sO000000000s
3’5
5 3
000000000 s
TAQ +

dNTPs ® © ®

Elongation 72°C

sguooooooods

TAQ............ 5

5 ............TAQ

sguoooooogg s

Un nouveau brin d'ADN, dont la séquence est com@idaire de celle du
brin cible, vient d'étre synthétise.

3.3.3. Electrophorése et détection par le bromubrétisidium

La quantité d’ADN apres amplification est suffisapbur étre visualisée a
l'aide du Bromure d'Ethidium (BEt). Il s'agit d'aolorant qui a la faculté de
s'insérer dans la double hélice en se glissanmedert bases des acides
nucléiques. Lorsqu'elle est intercalée, cette nubdecprésente une
fluorescence sous illumination par des UV courtsvifen 300 nm). Les
produits d'amplification sont soumis a une élediwpse egel d'agarose.
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Cette électrophorése permet de faire migrer ledeaanucléiques au travers
du gel additionné de BEt. La vitesse de migratitanedépendante de la
masse moléculaire, donc du nombre de bases de IY&B#, la présence et
la taille des amplicons pourront étre vérifiées.

Résultats de la PCR aprés la migration de 'ADN lképsur le gel
d’agarose :

Bande :

Whewswswiaam

Bande 2

L

Bande 1

Le test est considéré comme valide si une seuldebaientique a la bande
n°2 du marqueur de taille est observée dans le ¢oh&dle négatif (puits
11).

L’échantillon est considéré comme négatif si undesbande correspondant
a la bande n°2 du marqueur de taille est obsepuéts (2).

L’échantillon est considéré comme positif si uned® correspondant a la
bande n°l1 du marqueur de taille est observée. lmaleba°2 peut étre
amplifiée (puits 12).

bande n°2 - + + -

bande n°1 + + - -

Echantillon | Positif Positif Négatif Non détermipé
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Les performances actuelles de la technique PCR sorgidérées comme
équivalentes a la coproculture en terme de seigibilLa PCR posséde
I'avantage permet d’obtenir une réponse beaucaigrppidement (durée de
réalisation de 48 heures).

Le test PCR possede trois principaux inconvénieiatgorésence parfois
fréquente d'inhibiteurs de la Taq polymérase dassnhatiéres fécales, la
détection des bactéries mortes (puisqu'une bacté@ree contient encore de
I'ADN) et le cot élevé du test ( +/- 20)€

Remarque: les références bibliographiques du dleapidncernant la PCR
sont les suivantes: [5] [9] [10] [11]

4. Reésultats

Frottis Ziehl Test PCR Coproculture
Echantillons positifs 5 10 10
Echantillons négatifs 310 305 49
Nombre total d’échantillor|1 315 315 59

Figure 1: Tableau comparatif des résultats obteposr chacun des tests
4.1 Critique des résultats

Le tableau de la figure 2 nous renseigne sur lebmerde résultats positifs
ou négatifs obtenus. Tous les échantillons onttréiés en coloration de
Ziehl et par PCR. Les échantillons positifs a undeux tests sont mis en
culture. Selon le temps disponible et suivant denbre de tubes restant
apres l'ensemencement des échantillons positits,édbantillons négatifs
aux deux tests ont été mis en culture de maniéserifier et confirmer la
spécificité du milieu de Herrold. Ainsi, 17 % dé&shantillons négatifs ont
été testés par la coproculture.

La répartition des bacilles dans les feces estrdgiée et par conséquent,
leur détection présente un caractere aléatoire.

" Le prix indiqué ne tient pas compte de I'amortizset du matériel et de la rémunération
du personnel.
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La technique PCR et la coproculture détectent deisxplus d'échantillons
positifs que la coloration de Ziehl. Plusieurs @dqdions peuvent étre
données & cette différence. La sensibilité de leration de Ziehl est de 10
a 10 germes par gramme de féces, celle de la coproeuéist de 19
germes par gramme et de la PCR d&gdmes par gramme.

Les échantillons peuvent étre classés en quattgarées :

—>Les échantillons positifs aux trois tests

Selon les trois tests, les bovins, dont sont issgchantillons, sont atteints
par la paratuberculose bovine. Les résultats oistdoivent étre vérifiés par
un diagnostic vétérinaire. La paratuberculose pissfes symptbmes trés
caractéristiques comme une diarrhée profuse, unigassement sans
diminution d'appétit, une anémie, une chute de rizdyrction, etc. Une
autopsie peut aussi étre réalisée afin de confitesarésultats.

- Les échantillons positifs & la PCR et a la copriocal

Les seuils de détection du test PCR*(f@rmes/g de fécBset de la
coproculture (10 germes/g de féc¥$ sont presque équivalents et sont
beaucoup plus faibles que le seuil de détectiofrattis Ziehl (de 163 16
germes/g de fécBs Ces résultats sont donc plausibles. Le taubadiles
contenus dans I'échantillon de matiere fécaleugBsant pour le test PCR et
la coproculture mais insuffisant pour que le feffiehl soit positif. Il se
peut que pour certains échantillons, lors de ééteht des matieres fécales
décontaminées sur la lame d'analyse, les bacil@enh pas été prélevés
alors que I'échantillon en contenait.

- Les échantillons positifs au frottis Ziehl et &R

L'interprétation de pareils résultats est moinsdéuate car si le test est
positif au frottis Ziehl et a la PCR, il devraitétriquement I'étre a la
coproculture pour les raisons de sensibilité depiatée.

Plusieurs explications peuvent étre a l'originecdtte divergence.

La plus évidente est la mauvaise homogénéisagemthtieres fécales. Les
bacilles, surtout au début de la maladie, sontré&é&s de maniére
intermittente. Il se peut que lors des préléevemesgpectifs, I'échantillon de
matiere fécale ait été mal homogénéisé et queatdgsdes bacilles aient été
prélevés pour le test PCR mais pas pour la coproeul

8 Valeurs théoriques issues de la littérature.



200

Une deuxieme raison concerne la viabilité des biastéLa PCR peut
amplifier de ’ADN issu de bactéries mortes targli® des bactéries mortes
ne peuvent croitre lors de leur mise en culture.

Des cycles de congélations et décongélations ssitcgmuvent altérer les
échantillons et étre |étaux a des bacilles de Jatwies résistants.
—>L’échantillon positif a la PCR

L'interprétation de ce résultat rejoint les comragat précédents. Des
bacilles ont pu étre prélevés pour la PCR et narr f# coproculture et la
coloration de Ziehl de par I'hétérogénéité desdsecPeut-étre le taux de
bacilles était-il trop faible pour étre décelaleslde la coloration de Ziehl.
Le fait que I'échantillon soit négatif a la copritare pourrait étre expliqué
par la viabilité des bactéries et les cycles degétations et décongélations
successifs.

4.2 Analyse statistique

Un test dindépendance a été réalisé a partir dssltats obtenus.
L'indépendance entre les trois tests a été vépkede test du Khi-carré. Les
tests ont d'abord été comparés tous les troisstitendeux par deux. Les
conclusions sont identiques, les résultats positfs négatifs sont
comparables dans les trois méthodes.

4.3 Veérification de la répétabilité

La répétabilité est vérifiée pour un quelconqueaétiion testé positif et un

quelconque échantillon testé négatif. Testerpatabilité signifie répéter le

méme test dans des conditions identiques avec heermdanipulateur et le

méme matériel. A partir d'un échantillon, dix egtrans sont effectuées.

Chaque produit extrait est ensuite amplifié et ctéteToutes les extractions
ainsi que toutes les amplifications et détectisost effectuées en méme
temps, avec du matériel et des réactifs identiggiedans des conditions
semblables.

Dans les deux cas, la répétabilité est vérifiée.
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4.4 Calcul de la limite de détection

4.4.1. Au départ d’'une souche de Mycobacterium patserculosis

Une quantité connue de germes est prélevée giaceéthode de I'inoclic
Ce prélevement est dilué dans 10 ml d'eau dénligéga A partir de cette
solution, des dilutions de 10 en 10 sont réaliséérse extraction est réalisée
a partir de chaque dilution. Chaque produit dastion est ensuite amplifié
et détecté.

La plus petite concentration de germes détectée égale a la quantité de
germes contenue dans la grande dilution révéléedgiymsLa plus petite
dilution révélée positive est la dilution 1x, c’estdire I'échantillon non
dilué.

Le volume total est de 10 ml, en considérant ldgtidns successives: la
suspension bactérienne avant l'extraction de I'Adit donc contenir au
moins 3.16 CFU/10 ml soit 3.10CFU/ml. La solution qui sera amplifiée
contient 'ADN extrait de I'équivalent de 150 CFU.

4.4.2. Au départ de germes mis en présence de megti@cales

A partir de colonies de Mycobacterium paratubersiglassues du méme
tube de culture, deux séries de dilution sont &ffses. Les colonies sont
prélevées grace a l'inoclic de maniere a obtereraomcentration connue et
reproductible d'une série a l'autre et sont migeprésence de 1 g de
matieres fécales exemptes de bacilles paratubersculgne série de neuf
dilutions de 5 en 5 est réalisée a partir déndlétllon contaminé. A partir
de chaque dilution, une extraction, une amplifamatet une détection sont
effectuées. Les conditions opératoires sont idaet pour les deux séries.
Les résultats different d'un gel a l'autre. Lesditbons opératoires étant
identiques, les différences ne peuvent s'expligaeun facteur externe.

La discordance des résultats peut provenir defdartiion hétérogéne des
bacilles dans les feces. La souche de Mycobaantgparatuberculosis a été
introduite  manuellement dans des matiéres fécatesoriguemert?
exemptes de germes paratuberculeux. L'homogédiogisdes matieres
fécales des deux séries n'est pas strictementdwegtible. Les matieres
fécales sont solides, cela ne facilite pas l'incafion des germes.

° L'inoclic est une tige spiralée qui, lorsqu'eli® piquée dans une colonie, présente l'intérét
de prélever de maniére reproductible de 1 a°3CHU.
19| es matiéres fécales utilisées sont négativascalbration de Ziehl et au test PCR.



202

La plus petite concentration de germes détectée égale a la quantité de
germes contenue dans la plus grande dilution révplesitive. Pour le
premier gel, la plus petite dilution révélée pasitest la deuxiéme et pour le
deuxiéme gel c'est la quatrieme. Pour le calculsmrendrons la moyenne.
La suspension bactérienne avant l'extraction deNAloit donc contenir au
moins 1,2.18 germes/5 ml soit 2,4.20CFU/mI. La solution qui sera
amplifiée contient 'ADN extrait de I'équivalent @2 CFU.

4.4.3. Conclusions

Nous avons une différence d'un facteur 10 entrelées méthodes. Ce qui
correspond plus ou moins a une différence de diufi0 entre les deux.
Nous n'avons pas assez d'éléments pour compagugsméthodes et faire
un calcul précis de la limite de détection. Powirune idée plus précise
de la limite de détection, il faudrait refaire c&six tests une dizaine de fois.
Sur base de ces résultats uniques, la deuxiemendgtharait plus sensible
que la premiere. Or, nous nous attendions au aiomtcar les matieres
fécales contiennent des inhibiteurs de la réad®iOR.

5. Conclusions - Discussions

L'impact économique et limplication possible de ddgacterium
paratuberculosis dans la maladie de Crohn accentirgérét de I'étude de
la paratuberculose bovine, de la validation etaderitique du test PCR.

La comparaison de la technigue PCR a la coloratienZiehl et a la

coproculture a permis de mettre en évidence etotdirmer les données

théoriques recueillies dans la littérature. Lé BSR offre une alternative
trées intéressante a la coproculture. La PCR pesskes qualités de
détection et de spécificité qui sont tres procheselles proposées par la
coproculture. Elle permet d’obtenir une réponss t@pidement, en * 6
heures. Son principal défaut est le prix de I'gsalqui est 100 fois

supérieur a celui d'une coloration de Ziehl-Neelstrt fois celui de la

coproculture.

La répétabilité a bien été vérifiee pour un échiantipositif et pour un
échantillon négatif. Les limites de détection n'été qu'approchées et pour
les confirmer, il faudrait effectuer plusieurs ftes tests. Un seul essai n'est
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pas suffisant pour apporter des valeurs précisefiables. L'analyse

statistique nous apprend qu'il y a une convergente les trois méthodes
pour les résultats positifs et négatifs. Cellesarnt donc comparables. La
précision de l'analyse statistique serait amélisiée nombre d'échantillons
positifs était plus grand.

La comparaison du test PCR aux deux autres tecbside dépistage de la
paratuberculose bovine ajoutée a la vérification lalerépétabilité et a

I'approche du calcul de la limite de détection as#ola validation du test

PCR. Le test PCR pourrait dés lors étre propogévétérinaires clients du

Centre de Prévention et de Guidance Vétérinaira. rdpidité du résultat

permet a I'éleveur de prendre rapidement les @é&gjui s'imposent.

Perspectives...

Les deux principaux inconvénients du test PCR sorb(t et la présence
d'inhibiteurs de la réaction de polymérisation eons dans les matieres
fécales. La diminution du co(t et l'atténuatios défets des inhibiteurs sont
donc deux paramétres qu'il serait intéressant cbéupudir.

L'incidence de Mycobacterium paratuberculosis aunéladie de Crohn est
mal connue mais pas exclue. En outre, Mycobactepamtuberculosis a
été isolé dans le colostrum et le lait. 35% desinsovatteints de
paratuberculose clinigue et 3 a 10% des animaux réeuas
asymptomatiques éliminent des bacilles dans letm®t8ons mammaires. |l
serait intéressant d'effectuer des tests PCR suédw®ntillons de lait avant
et apres la pasteurisation de celui-ci. Ces festsiettraient de connaitre
I'importance de la concentration bacillaire dansaieen fonction du stade
de la maladie et de Vvérifier si la pasteurisatistiétale pour le bacille.
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